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(57) Bin Konjugat bestehend aus einer Sequenz 
des Analyten und einem Antikorper gegen einen der im 
Test verwendeten Antikorper kann in waBriger LSsung 

Fig. 2a 

Sandwich -Immunoassay with a synfhGtic calibratDr 
parriclev^ 



in genau bekannter Menge als stabiler Kalibrator in 
etnem Sandwich-lmmunoassay zum Nachweis des 
Analyten eingesetzt werden. 




Fig. 2b 

Sandwich-lmmunoassay with q synttietic colibrator 
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Beschreibung 

Zum Nachweis von Proteinen in Serum- oder Urin- 
proben fur medizinisch-diagnostische Zwecke werden 
haufig wegen besonders guter Spezifitat und Sensitivi- 
tat Immunoassays eingesetzt. Dazu bedarf es neben 
einem oder zwei spezifischen AntikCrpern eines Kali- 
brators, der als VergleichsmaBstab zur Quantifizierung 
der Patientenproben benutzt wird. Besonders fur auto- 
matisierte Assays in groBen Analyselaboratorien ist die 
Lagerung der Kalibratoren bei 4**C fur mehrere Wochen 
bis Monate wunschenswert Diese Anforderungen an 
die Stabilitat der Kalibratorformulierung konnen je nach 
Analyt Schwierigkeiten bereiten. wenn z.B. die Loslich- 
keit unter physiologischen Salz- und pH-Bedingungen 
nicht gewShrleistet ist Als Beispiel seien hier TroporHn I 
und Troponin T genannt, die nur in denaturierenden 
Losungen (6 M Harnstoff. 0.01 M Dithiothreitol) hinrei- 
chend stabil und Idslich sind. Mit dieser denaturieren- 
den Formuiierung kann jedoch kein Immunoassay 
etabliert werden, da die AntikOrper unter dieser 
Behandlung leiden. 

Es ist bekannt. daR Proteine in LCsung wenig stabil 
sind und daB sie enthaltende Reagenzien hSufig in 
gefriergetrockneter Form vertrieben werden, mit einem 
Ldsungmittel geeigneter Zusammensetzung, in dem sie 
vor der Verwendung von dem Benutzer aufgelOst wer- 
den mussen. Wenn man die auf diese Weise erhaltenen 
Losungen bei 4°C aufbewahrt, kann man sie wShrend 
mehrerer Tage benutzen. selbst wenn die tSgliche 
Bestimmung eine gewisse Veranderung der Konzentra- 
tion des Reagens zeigt. So werden im allgemeinen - 
und es wird auch im Fall von Troponin I und Troponin T 
empfohlen - die ausgehend von dem gefriergetrockne- 
ten Material erhaltenen Vergleichslosungen fur ISngere 
Lagerung in Einheitsdosisform einzufrieren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen syntheti- 
schen Kalibrator mit sehr guter Stabiiitat fur den Einsatz 
in Sandwich-lmmunoassays zur Bestimmung medizi- 
nisch relevanter Analyten in Blut-. Plasma-. Serum- 
oder Urinproben. Die Besonderheit von Sandwich- 
lmmunoassays besteht in der Benutzung zweier fur den 
Analyten spezrfischer ArrtikOrper, die an unterschiedli- 
chen Erkennungsstellen (Epitopen) binden. so daB der 
Analyt zwischen diesen beiden AntikOrpern liegt (siehe 
Abb. 1). Ein Kalibrator fur einen Sandwich-lmmunoas- 
say muB demnach auch zwei Bindestellen besitzen: 
eine fur jeweils einen der benutzten AntikOrper. Oft ist 
das Epitop wenigstens eines AntikOrpers in Form der 
Aminosauresequenz bekannt, so daB eine Bindestelle 
aus diesem Peptid. d.h. einer Teilsequenz des Analyten 
bestehen kann. Ist das Epitop des zweiten Antikdrpers 
unbekannt, oder hat es eine dreidlmensionale Struktur, 
kann diese Erkennungsstelle nicht mit einem Peptid 
simuliert werden. Urn trotzdem einen Sandwich auszu- 
bilden, kann man die Bindungsfahigkeit des Antikorpers 
an einer anderen als der Antigenerkennungsstelle nut- 
zen. Eine MOglichkeit besteht in der Anwendung von 
Antikerpern. oder AntikGrperfragmenten, die gegen den 



genannten Antikorper gerichtet sind. Konjugiert man an 
diesen Antikorper an das oben enwahnte Peptid. so 
erhalt man einen synthetischen Kalibrator. der jeweils 
eine Bindestelle fur die im Sandwich- Immunoassay ver- 

5 wendeten Antikorper tragt (siehe Abb. 2a und b). 

Die chemische Konjugation verlauft nach bekann- 
ten Methoden. die in der Literatur (S.S. Wong. Chemi- 
stry of protein conjugation and cross-linking, 1991 , CRC 
Press Inc. ISBN 0-8493-5886-8) beschrieben sind, 

10 Die Erfindung betrifft insbesondere ein syntheti- 
sches Kalibratormaterlal fur das kardiale Troponin I. ein 
herzspezifisches Protein, das bei der Diagnostik des 
akuten Myokardinfarktes eine Rolle spielt. Der Kalibra- 
tor besteht aus je einem Peptid dieses Analyten. das an 

15 Antikorper konjugiert wurde. Diese Antikorper reagieren 
mit den fur den Nachweis des Analyten im Test einge- 
setzten Antikorpern. Bei den Peptiden handelt es sich 
um Epitope der analytspezif ischen Antikorper, das sind 
i.d.R. Proteinsequenzen aus der Molekuloberfiache. Sie 

20 kdnnen mit handelsublichen Synthesizern hergestellt 
werden. Unter Peptiden sind auch Peptid-Derlvate zu 
verstehen, in denen eine oder mehrere Aminosauren 
durch eine chemische Reaktion derivatisiert worden 
sind. Beispiele von erfindungsgemaBen Peptidderiva- 

25 ten sind insbesondere solche Molekule, in denen das 
Backbone oder/und reaktive Aminosaureseitengrup- 
pen. zum Beispiet freie Aminogruppen. freie Carboxyl- 
gruppen oder/und freie Hydroxylgruppen, derivatisiert 
worden sind. Spezifische Beispiele fur Derivate von 

30 Aminogruppen sind Sulfonsaure- oder Carbonsaurea- 
mide, Thiourethanderivate und Ammoniumsalze. zum 
Beispiel Hydrochloride. Beispiele fur Carboxylgruppen- 
derivate sind Saize, Ester und Amide. Beispiele fCir 
Hydroxylgruppenderivate sind 0-Acyl- oder O-Alkylderi- 

35 vate. 

Weiterhin umfaBt der Begriff Peptiddehvat auch sol- 
che Peptide, in denen eine oder mehrere Aminosauren 
durch naturlich vorkommende oder nicht-naturlich vor- 
kommende Aminosaurehomologe der 20 „Standard"- 

40 Aminosauren ersetzt werden. Beispiele fur solche 
Homologe sind 4-Hydroxyprolin, 5-Hydroxylysin, 3- 
Methylhistidin, Homoserin, Ornithin, p-Alanin und 4- 
Aminobuttersaure. Die Peptidderivate mussen eine im 
wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat 

45 der Bindung an die Antikdrper aufweisen, wie die Pep- 
tide, aus denen sie abgeleitet sind. Die Lange der Pep- 
tide betragt ubiicherweise mindestens 4 Aminosauren. 
Bevorzugt liegt die Lange zwischen 4 bis 30 und beson- 
ders bevorzugt zwischen 4 bis 15 Aminosauren. 

50 An den Peptiden wurde C-terminal ein Cystein zur 
Erieichterung der Konjugation angehangt. Zur Kopplung 
wurde eine fur die Proteinkonjugation bekannte 
Methode gewahit (S. Yoshitake et al.. Eur. J. Biochem.. 
101:395. 1979). Die AntikGrper wurden mit SMCC akti- 

55 viert. indem 20 mM SMCC in DMF geldst und als ^5- 
facher UberschuB zum AntikGrper gegeben wurde. Die 
Mischung inkubierte 25 min bei 25°C. Beendet wurde 
die Reaktion durch Zugabe von 1uM Glycinlosung (10 
min. 25''C). Die Peptide wurden entweder uber die Sulf- 
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hydrylgruppe in ihrer Sequenz oder durch Einfugen 
einer solchen mit 2-IT an den aktivierten Antikorper 
gebunden. Die Anzahl der Peptide pro Antikorper liegt 
ublicherweise bei 1 bis 50. bevorzugt bei 1 bis 10 und 
die Anzahl der verschiedene Peptidsequenzen liegt zwi- 5 
schen 1 und 20. bevorzugt 1-5, besonders bevorzugt 1. 

Zur Reinigung der Kalibratorsubstanz. d.h. Abtren- 
nung der niedermolekularen Peptide wurde eine Gel- 
chromatographie (Superdex 200) durchgefuhrt. 
Anschlie3end erfolgte UV-spektrometrischen Konzen- 10 
trationsbestimmung und Stabilisierung uber 0.5% 
BSA/0.1 % Natriumazid. MOglich ist weiterhin eine affi- 
nitats-chromatographische Reinigung zur Abtrennung 
unmarkierten Antikorpers uber die sequenzspezifi- 
schen Antikorper, die auch im Immunoassay eingesetzt 15 
werden. 

Beispiele 

BeiSDiel 1 20 

Ein Peptid mit der Sequenz RAYATEPHAKKKS 
(Sequenz 1) wurde an einen anti-Maus- Antikorper kon- 
jugiert werden. Der Immunoassay lief nach dem 
Schema in Abb. 2a ab. Der monoklonale Antikorper 25 
hatteden Isotyp lgG1. Folglich muf5 der anti-Maus Kali- 
bratorantikOrper gegen IgGI gerichtet sein. Er reagiert 
nicht mit lgG2a (anti-FITC) auf den Magnetpartikeln. 
Der polyWonale Antikorper erkennt das Peptid der 
genannten Sequenz. Damit wird ein Sandwich gebildelt. 30 
bei dem der Analyt Tnl durch den synthetischen Kali- 
brator ersetzt wird. 

Automatisierter Sandwich-Assay 

35 

Der kunstiiche Kalibrator wurde aut dem automati- 
sierten Technicon Analyser Immuno 1® (Bayer Diagno- 
stics) eingesetzt. Das Assay-Format war ein Sandwich 
unter Benutzung folgender Antik6rper: 1. monoklonaler 
Antikdrper gegen humanes kardiales Troponin 1, 2. 40 
polyklonaler AntikOrper aus Ziege, affinit^tsgerelnigt 
gegen das Peptid der Sequenz 1, Der erste Antikdrper 
des Sandwich bindet anti-Maus IgGI des kunstlichen 
Kalibrators. Er Ist mit FITC markiert und wird Ciber anti- 
FITC auf Magnetpartikeln immobilisiert. Der 2. AntikGr- 45 
per des Sandwich reagiert mit dem Peptid auf dem syn- 
thetischen Kalibrator. Er trSgt alkalische Phosphatase 
und katalysiert die Farbreaktion, Die AntikOrper- In kuba- 
tion erfolgte sequentielL Bei diesem Testverfahren 
konnte eine der Konzerrtration der Kalibratorsubstanz so 
proportionale Zunahme der Farbintensitat gezelgt wer- 
den. 

B?i?pi?l 2 

55 

Ein anderer Kalibrator wurde gebildet aus der 
Sequenz TGLGFAELQDLCRQIHARVD (Sequenz 2) 
und einem anti-Ziege AntikOrper (Abb. 2b). Das Peptid 
wird dabei von dem monoklonalen AntikOrper erkannt. 



Der anti-Ziege AntikOrper des Kalibrators bindet an den 
polyWonalen AntikOrper aus der Ziege. der das Enzym 
fur die Farbreaktion tragt. 

Automatisierter Sandwich-Assay 

Der kunstiiche Kalibrator nach Beispiel 2 wurde 
ebenfalls auf dem automatisierten Technicon Analyser 
Immuno 1 ® (Bayer Diagnostics) eingesetzt. Das Assay- 
Format war ein Sandwich unter Benutzung folgender 
AntikOrper: 1. monoklonaler AntikOrper gegen die 
Sequenz 2 des humanen kardialen Troponin I. 2. poly- 
klonaler AntikOrper aus Ziege gegen humanes kardia- 
les Troponin. Der erste AntikOrper des Sandwich bindet 
an das Peptid der Sequenz 2. Er ist mit FITC markiert 
und wird uber anti-FITC auf Magnetpartikeln immobili- 
siert. Per 2. AntikOrper des Sandwich reagiert mit dem 
arrti-Ziege-AntikOper des synthetischen Kalibrators. Er 
tragt alkalische Phosphatase und katalysiert die Farbre- 
aktion. Die AntikOrper- Inkubation erfolgte sequentiell. 
Auch bei diesem Testverfahren konnte eine der Konzen- 
tration der Kalibratorsubstanz proportionale Zunahme 
der Farbintensitat gezeigt werden. 

Patentanspruche 

1. Kalibrator zur Verwendung in einem Sandwich- 
Immunoassay bestehend aus einem Konjugat von 
einem AntikOrper mit einem fur den Analyten spezi- 
fischen Peptid Oder Peptidderivat. 

2. Kalibrator gemSB Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daf3 der AntikOrper gegen einen anderen 
im Immunoassay verwendeten AntikOrper gerichtet 
ist. 

3. Kalibrator gemSB den Anspruchen 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem Anti- 
kOrper um einen monoklonalen oder polyktonalen, 
Oder Fragmente hiervon handelt. 

4. Kalibrator gemSB den Anspruchen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Peptide oder Peptidderi- 
vate eine Lange von 4 bis 30 Aminosauren aufwei- 
sen. 

5. Kalibrator nach Anspruchen 1 bis 4. dadurch 
gekennzeichnet, daB 1 bis 50 Peptide oder Peptid- 
derivate als Bindestellen in dem Konjugat vorhan- 
den sind. 

6. Flussig stabile KalibratorlOsung enthaltend den 
Kalibrator gemSB den Anspruchen 1 bis 5 in wSBri- 
ger LOsung. 

7. Kalibrator nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB die wdBrige LOsung zusdtzlich weitere 
Hilfsstoffe wie Puffer, Stabilisatoren, Konservie- 
rungsmittel, Detergenzien und Kosolventien ent- 
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halt. 

8. Kalibrator nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sigh bei den Peptiden oder 
Peptidderivaten urn Sequenzen aus der Aminosau- 5 
reabfolge des Troponin I handelt. 

9. Kalibrator nach den Anspruchen 1 bis 8. dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei den Peptiden urn 

die Sequenz 1 und/oder Sequenz 2 handelt. io 

10. Venwendung des Kalibrators gemSB den Anspru- 
chen 1 bis 9 zur Herstellung von diagnostischen 
Testmitteln. 

15 
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Fig. 2q 

Sandwich -Immunoassay with a synthetic calibrator 
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einem Sandwich-lmmunoassay zum Nachweis des 
Analyten eingesetzt werden. 
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Fig.2b 

Sandwich -Immunoassay with a synthetic coiibrotor 
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